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第２節 微生物によるベンゼン分解について  
１−２−１ ベンゼン好気分解菌に関する研究  
 ベンゼンの生物的な好気分解経路は明らかにされており(Fig. 1-1)、好気による







１−２−２ ベンゼン嫌気分解菌に関する研究 	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の研究の多くは嫌気条件下で行われてきた。これまでに脱窒菌(4, 9, 13, 20)、鉄還元
菌(5, 7)、硫化還元菌(1, 57)によるベンゼン分解の報告がされている。通性嫌気性細
菌 Azoarcus DN11株がベンゼン分解を行っていることがRNA-based Stable isotope 
probingの研究によって報告された(47, 48)。 
 























第一分解者 (Primary degrader) や第一分解者の分解産物を分解する第二分解者 











第３節 安定同位体プローブ法について  

























第４節 ベンゼン分解に関与する機能遺伝子について  
 ベンゼン好気分解はカテコール開裂を経由する分解経路であることが明らかに




間ではどのような違いがあるためにreal-time PCRによる解析を行った。	  	  



























Figure 1-2. 本研究のストラテジー。A: 培養非依存的手法として、SIP法では、
[13C]ベンゼンを用いて、同化菌(Assimilating degrader)を検出し、SIP-D法では、
[13C]酢酸を用いて、異化菌(Candidate co-metabolic degrader)および分解に何らかの







第２章 ベンゼン同化分解菌の菌叢解析  
 
第１節 はじめに  
 従来の安定同位体プローブ法を用いた実験はこれまで多く報告されてきた。そ




かどうか、分解速度が変化するかどうかが課題となっている(6, 18, 30, 63)。また、環











第２節 実験材料及び実験方法  




ーブ後実験の培地として用いた。水道水 (Tap water) を用いることで、培地成分
中へのランダムな微量元素の添加を施した。この炭素源を含まない培地で汚染土
壌をスラリー状にした後、実験を行った。汚染土壌5 gと培地35 mLを50-mLバイ
アルに添加し、ベンゼンを液量全体に対して、それぞれ2249.6 µM (200 ppm)、
1124.8 µM (100 ppm)、562.4 µM (50 ppm)になるように添加した後、分解実験を行
った。 
 
２−２−２ ガスクロマトグラフィーの条件検討  
 ベンゼンの定量はFID（Flame ionization detector）を装着したガスクロマトグ
ラフィー（GC-2010, Shimadzu, Japan）を用いて行い、ヘッドスペース(78)と溶液
中に溶解している部分を分けて定量を行った。カラムはDB-1 ( Fused-silica 
capillary; 30 m long, 0.25-mm internal diameter, 0.25-mm film thickness; J & W 
Scientific Co., USA) を使用した。ヘッドスペースのベンゼン濃度に関しては、
圧力ロック式シリンジ（VICI, Precision Sampling, Inc., USA）を用いて、バイ
アル瓶のヘッドスペースを100 µL抽出し、Table. 2-2で示した定温モードで定量
を行った。溶液中に関してはNaCl (Wako, Japan)で飽和させ、t-ブチルエチルエー




２−２−３ 高速液体クロマトグラフィーの条件検討  
 ベンゼン好気分解の中間産物カテコールを定量するため、高速液体クロマトグ
ラフィー(Waters Inc., USA)を使用した(24)。 Table.2-4で示したような条件を使用
し、移動相は0.45 µmフィルター(Sterile-ED 0.45 µm, Germany)で濾過した後に使用
した。標準物質を用いて解析条件の検討を行った後、分解反応液を0.2 µmフィル
ター (Millex-LG 0.20 µm, USA) で濾過し、測定を行った。外部標準を基に測定ご
とに五点検量線を作成し、定量を行った。 
 
２−２−４ 核酸の抽出と精製  
 バイアル瓶を撹拌した後、3 mLの土壌懸濁液を回収し、10,000 × g 20秒遠心分
離を行い、上清を液体クロマトグラフィー解析用のサンプルとして回収した。土
壌を沈殿させた後、FAST DNA Kit for soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) 
を用いて、DNA抽出を行った。土壌サンプルをビーズ入りチューブにスピンダ
ウンし、900 µL SP buffer、100 µL MT bufferを添加し、FastPrep FP100A Instrument 
(Thermo Fisher Scientific K.K., USA) を用い、強度5.5で30秒破砕を行った。10,000 
× g 1分遠心し、上清を新しい1.5 mLエッペンチューブに分注し、300 µL PPS 
bufferを添加した後、転倒撹拌を行った。10,000 × g 5分遠心分離を行い、上清を
新しい 2.0 mL エッペンチューブに入れ、800 µL Binding Matrixを加え、2分ゆっ
くり転倒撹拌を行った後、5 min静置した。次に、上清400 µLを捨て、撹拌を行
い、600 µL をフィルター付きチューブに入れ、10,000 × g 1分遠心分離を行った。







２−２−５ 超遠心分離条件の検討  
 塩化セシウムによる密度勾配を使用し、超遠心分離用のサンプルを作成した。
DNAを染色させるため、臭化エチジウム溶液を用いた。Nature Protocolに従い(68)、
0.8 g 塩化セシウム、25 µL臭化エチジウム、705 µL Tris / EDTA溶液に土壌から抽
出した70 µLの全量DNAを添加し、100,000 rpm (354,100 × g) 20℃ 20時間で超遠心
分離を行った。サンプルの作成時、直径が異なる二種類のチューブを用いて、
12C DNAと13C DNAの分離具合を比較した。その結果、直径が小さい少量の系 (2 
mL, Quick-Seal®, Polyallomer, 11 × 32 mm; Beckman Coulter, Inc., USA) で良好に分
離したことから以降の実験に用いることにした。超遠心分離後、Canon IXY920
で接写撮影を行った後、13C DNA区分を1-mLシリンジで抽出した。また、DNA
バンドが目視できなかったサンプルに対しては、キャピラリーポンプ法 (0.2 mL 
min-1; Perista, ATTO Corporation, Tokyo, Japan) を用いて、超遠心管の底部から80-
µLごと採取し、フラクション化を行った。 
 
２−２−６ 超遠心分離後の DNA 精製  
 超遠心分離後にフラクション化されたDNAは、各フラクションと同量の水飽




(pH 5.2) を添加し、転倒撹拌を行った後、-30℃で一晩沈殿させた。最後に 16,100 
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× g 30分遠心を行い、上清を取り除き、室温乾燥後、滅菌蒸留水20 µLを加え、
PCR-DGGE（66, 72）のテンプレートDNAとした。 
 
２−２−７ PCR-DGGE 解析  
 PCR反応液はTable. 2-5に示した通りで、Table 2-6のPCR条件に従って、プライ
マーGC-357F (5' - CGCCC GCCGC GCCCC GCGCC CGTCC CGCCGCCCCC 
GCCCG CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3')と518R (5' - GTATT ACCGCGGCTG 
CTGG - 3')(72, 74)を使用してPCR反応を行った。16S rRNA遺伝子のV3領域を増幅し
た後、 Ultra CleanTM PCR clean up Kit (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, 
USA) を用いてPCR産物を精製し、2% (wt/vol) アガロースゲル (Agarose S; 
Nippon Gene, Japan) を用いて泳動確認を行った。その後、濃度測定 (SmartspecTM 
plus, Bio-Rad, USA) を行い、DGGE用のサンプルとした。PCR産物に5倍量のSpin 
bind solution添加し、ピペッティングでよく撹拌後、フィルター付きチューブに
入れ、10,000 × g 30秒遠心して、液を捨て、フィルターに300 µL Spin clean 
solutionを添加し、同様に遠心分離を行った後、乾燥させた。最後に20 µL Elution 
buffer (10-mM Tris) を添加し、遠心分離を行い、DNAを溶出させた。DGGE 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) には DCode instrument (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて行い、 アクリルアミドゲル (Table 2-7) 
中の変性剤濃度は30%から60%の濃度勾配を用いた(Table 2-8)。泳動終了後、ア
クリルアミドゲルを0.5 × Tris-acetate-EDTA (TAE) (Wako, Japan) で洗浄し、4 µL 
SYBR GOLD nucleic acid gelstain (Invitrogen) と396 µL Tris / EDTA (Wako, Japan)を
混ぜた染色液で振盪しながら20分間染色を行い、UV (360 nm) 下で遠心分離後の
DNA写真撮影を行った。バンド解析を行った後、各段階において特異的なバン
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２−２−８ ゲル抽出およびシークエンス解析  
 357F (5' - CCTACGGGAGGCAGCAG - 3')、518R、そして、BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Tokyo, Japan)を用い
て、各プライマーを用いた反応液を作成し (Table. 2-9)、プロトコールに従い、
96℃ 1分後、96℃ 10秒、50℃ 5秒、60℃ 4秒を25サイクル行い、10℃まで下げ、
サイクルシークエンスを行った。産物はエタノール沈殿で精製した後、ホルムア
ミドとBlueDextran / EDTAを5:1の比率で混合したLoading Dyeを4 µL添加し、95℃
で2分間変性させ、氷上で急冷した後、シークエンスに用いた。電気泳動には、
ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Tokyo, Japan) を用いた。
シークエンス用のゲル、泳動用Bufferの組成をTable. 2-10に示した。使用したプ
ライマーは357F (5' - CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3’) と518Rである。電気泳動
後、塩基配列データは4Peaks  (Version 1.7.2 for Mac) を用いて解析し、得られた
データについて、DDBJ (DNA Data Bank of Japan) データベースを用いて相同性検
索を行った。Clustal X Ver. 2.0.10(44)を用いて得られた塩基配列をアライメントし
た後(3, 53)、 SIP-Dで解析した菌の系統樹を平均距離法 (UPMGA) を用いて作成し
た。 
 
第３節 実験結果 	  










２−３−２ 核酸抽出および超遠心分離  
 FAST DNA Kit for soilを用いて核酸抽出し、全量DNAを超遠心分離に供した結
果、土壌1 (Fig. 2-4)では12C DNAと13C DNAが観察されなかったものの、土壌2で
は顕著に分離された (Fig. 2-5)。この結果、1-mLシリンジを用いて直接12C DNAと
13C DNAを抽出することが可能となった。土壌1に関しては、ベンゼン分解が観




２−３−３ PCR-DGGE 解析  
 PCR-DGGE解析では、16S rRNA遺伝子V3領域をターゲットとしたPCR増幅後、
DGGE解析を行った。更に、ベンゼン分解に伴う菌叢の時系列変化を得るため、







11-12) とも同じであった。しかしながら、13Cフラクションの14日 (レーン13) か
らDNAバンドパターンに変化が生じた。本研究で採取した最終日のサンプル(レ
ーン14-15)まで、その変化が見られた。 









れらの菌はベンゼン同化分解菌である可能性が高い (4, 77, 85)。 	  
第４節 考察  
２−４−１ ベンゼン、カテコールの測定  
 本研究では、揮発性であるベンゼンに対して、気層と液層に分けてそれぞれ測
定した結果、ヘッドスペース法を用いることで、ベンゼンの定量を行うことが可
































にした。汚染土壌5 gと液体培地 35 mL を添加した分解系にて実験を行うことに













２−４−３ 土壌 1 を用いたベンゼン同化分解菌解析  
 ベンゼン分解活性が低い土壌に関して、ベンゼン濃度の変化と菌叢の変化はど
のようになっているのかを確認するため、土壌1から抽出した全量DNAを同様に







ることが示唆された。以前の報告(23, 28, 60, 86)からも分かるように、分解菌は環境に
よって異なることが分かる。 
 超遠心分離によって得られた12Cと13Cフラクションをテンプレートとし、PCR-


























菌種も土壌によって異なっていた(23, 28, 60, 86)。また、主役となるベンゼン同化分解
菌のみではなく、主役の周囲にいる他の菌種も分解に係わっていることが考えら
れる。土壌1ではAgrobacterium stellulatum, Azorhizobium caulinodaなどと高い相同










































Table 2-1. 最少培地組成 
K2HPO4 0.5 g 
KH2PO4 0.5 g 
NaCl 2.0 g 
(NH4)2SO4 0.5 g 
MgSO4·7H2O 0.5 g 
FeSO4·7H2O 0.1 g 
Tap water 100 mL 









Table 2-2. ガスクロマトグラフィーの分析条件(定温モード) 
検出器 Flame ionization detector (FID) 
注入室温度 270 ℃ 
検出室温度 250 ℃ 
カラム温度 100 ℃ 
キャリアガス N2  








Table 2-3. ガスクロマトグラフィーの分析条件(昇温モード) 
検出器 Flame ionization detector (FID) 
注入室温度 270 ℃ 
検出室温度 250 ℃ 
カラム温度 30 – 250 ℃ 
カラム温度変化 30 ℃ min-1 
キャリアガス N2  








Table 2-4. 高速液体クロマトグラフィーの条件 
カラム Symmetry C18 3.5 µm 2.1×150 mm 
移動相 A 30 mM NaH2PO4 
移動相 B 100% CH3OH 
両移動相の比率 (A:B) 20 : 80  
流速 0.2 mL min-1 








Table 2-5. PCR組成 
Template DNA 2 µL 
10 × Ex Taq Buffer 2 µL 
2.5 mM dNTP mix 1.6 µL 
Ex taq (5 unit / µL) 0.1 µL 
GC-357F (4 pmol) 1 µL 
518R (4 pmol) 1 µL 
Milli Q water 12.3 µL 






Table 2-6. Touch down PCR条件 
94℃ 1 min   
94℃ 30 sec  
65℃ 15 sec  20 cycles 
72℃ 15 sec   
温度変化 0.5 ℃ / cycle down 
94℃ 30 sec  
55℃ 15 sec 8 cycles 
72℃ 15 sec   
72℃ 7 min   





Table 2-7. DGGEゲル組成 
ゲル濃度 Low (30%)  High (60%) 
尿素  2.27 g  4.54 g 
40% アクリルアミドビーズ  3.6 mL 3.6 mL 
ホルムアミド  2.16 mL 4.32 mL 
50 × TAE 180 µL 180 µL 
Distilled water up to 18 mL 
10% Ammonium peroxodisulfate 100 µL 100 µL 
N, N, N',N'-Tetramethyl ethylenediamine 13.3 µL 13.3 µL 




Table 2-8. DGGE泳動条件 
電圧 36 V 
温度 60 ℃ 









Table 2-9. サイクルシークエンス反応液組成 
Template DNA 2 µL 
Terminator Ready Reaction Mix 1 µL 
5×Big Dye Dilution Buffer 1.5 µL 
Primer (3.2 pmol) 1 µL 
Distilled water 4.5 µL 






Table 2-10. シークエンス用ゲル組成 
尿素 (BIO-RAD) 18 g 
50% Long Ranger Gel Solution 5 mL 
10×Tris / Boric Acid 5 mL 
Distilled water up to 50 mL 
スターラーで均等に撹拌後、脱気 
10% Ammonium peroxodisulfate 250 µL 
N, N, N',N'-Tetramethyl ethylenediamine 25 µL 
 
シークエンス泳動用 Buffer の組成 
Tris 16.2 g 
ホウ酸 8.25 g 
EDTA 6.6 mL 
























































Figure 2-4. 土壌1の超遠心分離写真。[13C] ベンゼンを添加した後、0日、3日、14










































Table 2-11. 土壌1のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 
1 Benzene-decomposing bacterium 94% 
2 Azorhizobium caulinodan 100% 
3 Rhodanobacter ginsengisoli strain 98% 








Table 2-12. 土壌2のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 
1 Betaproteobacterium 100% 
2 Pseudomonas sp 99% 
3 Pseudomonas putida strain 99% 
4 Pseudomonas sp. Hugh2319 100% 
5 Hydrogenophaga sp 99% 
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第３章 異化分解菌及び他のベンゼン分解に係わる菌の菌叢解析  
 









第２節 実験材料および実験方法  
３−２−１ SIP-D 法による解析  






３−２−２ 超遠心分離による 13C DNA の分離  
 第一段階(2日)、第二段階(4日)のサンプルに[13C]酢酸添加24時間後に全量DNA
の抽出を行い、超遠心分離に供した。3-mLをシリンジで採集し、遠心収集後





３−２−３ PCR-DGGE 解析  
 超遠心分離で得たDNAは同量のイソアミルアルコールで臭化エチジウムを除
き、エタノール沈殿を行った後、PCR-DGGE用のDNAとした。PCR-DGGEの条
件は第２章と同様に行った。精製後の13C DNAは、GC-357F (5' - CGCCC GCCGC 
GCCCC GCGCC CGTCC CGCCGCCCCC GCCCG CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3')
と518R (5' - GTATT ACCGCGGCTG CTGG - 3') によって、16S rRNA遺伝子のV3
領域を増幅した後、 Ultra CleanTM PCR clean up Kit を用いてPCR産物を精製し、
泳動確認と濃度測定を行い、DGGE用のサンプルとした。アクリルアミドゲル中
の変性剤濃度勾配は30%から60%とした。泳動終了後、アクリルアミドゲルを0.5 
× Tris-acetate-EDTA (TAE) で洗浄し、4 µL SYBR GOLD nucleic acid gel stain 
(Invitrogen) と396 µL Tris / EDTAを混ぜた染色液中で振盪しながら20分間染色を
行い、UVで写真撮影を行った。バンド解析を行った後、各段階において特徴的
なバンドと優占的なバンドを選び、ゲル切出しを行い、50 µL Tris / EDTAに浸し、
4℃ 12時間DNAを溶出させ、シークエンス解析のDNAサンプルとした。 
 
第３節 実験結果  
３−３−１ ベンゼンとカテコールの定量  
 Figure 3-1のように、第２章で述べた手法を用いて、ベンゼン濃度とカテコー






３−３−２ 超遠心分離による 13C フラクションの獲得  
 第一段階 (2日目)、第二段階 (4日目) で[13C] 酢酸の添加を行い、炭素源として
菌体に取込まれたと思われる24時間後に土壌から全量DNAを抽出し、超遠心分
離に供した結果、Figure 3-2で示したように、それぞれの段階においての全量
DNAは12C DNAと13C DNAに分離された。12C DNAと13C DNAを獲得した後、精製
を行い、PCR-DGGE法に供した。 
 




















第４節 考察  
３−４−１ SIP-D による解析  
 12C DNAの中には、ベンゼン同化分解菌、ベンゼンの分解産物を同化する菌 





















































３−４−２ SIP-D と SIP の比較  
 当研究室が新たに構築した安定同位体プローブ法 (SIP-D) によって、
Pseudomonas sp. FB9、Pseudomonas sp. SC13、Pseudomonas alcaligenesと高い相同
性を持つ菌株が特定されたが、これらはベンゼンを同化せずに分解に関与する菌
であることが示唆された (Table 3-1)。すなわち、コントロールのWITHOUT-Bと








Pseudomonas sp. FB9、Pseudomonas alcaligenesと相同性が高い菌株が特定された 





















































Figure 3-2. 分解第二段階 SIP-Dの超遠心分離写真。[12C]ベンゼン存在下の[13C] 酢



















Table. 3-1 16S rRNA遺伝子のV3領域のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 アクセション番号 命名(Fig. 3-4) 
1 Pseudomonas sp. FB9 100% EF092421 EC1.1 
2 Xenophilus azovorans 93% AF285414 EC1.2 
3 Pseudomonas sp. SC13 100% EU939717 EC1.3 
4 Hydrogenphaga palleronii 91% AM922191 EC1.4 



















質 (ベンゼン) の有無にて比較を行った。さらに、RNA SIP-Dを行うことで、SIP-
D法で同定した菌をより詳細に分別した。 
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第４章 16S rRNA 遺伝子をターゲットにした RNA SIP-D 
 









第２節 実験材料および実験方法  
４−２−１ Total RNA の抽出  
 ベンゼン汚染土壌からのTotal RNA抽出についてFast RNA Pro Soil – Directを用
いて検討したところ、2% Agarose gelでの確認はできず、収量が少ないと判断し
た。そこで、ビーズ (Lysing Matrix E; MP Biomedicals) による土壌破砕とRNeasy 
mini kit (Qiagen, Germany)の抽出方法を組み合わせることでより多くのRNAの抽
出を試みた。また、キットを用いた手法以外に、240 mM K bufferとPCI (フェノ
ール：クロロホルム：イソアミルアルコール = 25 : 24 : 1; pH 5.2)を組み合わせた
抽出法も試みた。両者のRNA収量はナノドロップ (ND-1000; Thermo Scientific) で
確認したところ差異は見られなかった。しかし、得られたRNA量は電気泳動での
目視確認できるだけの量ではなかった。Lysing Matrix EとRNeasy mini kitの組み
合せは再現性が取り易く、誤差が少ないことから以降の実験に用いることとした。 
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４−２−２ RNA SIP-D による解析  




ノドロップ (ND-1000; Thermo Scientific) でRNA量を確認した後、2 g / mL のCs 
TFA (cesium trifluoroacetate)、375 µL DEPC水(diethylpyrocarbonate-treated water), と
75 µL 脱イオン化ホルムアミド (deionized formamide)と混合し、密度勾配遠心に供
した。超遠心分離はTLA 120.2 rotor (OptimaTM; Beckman Coulter) にて160,000 × g 
(20°C) 36時間行った。遠心後、ガラスキャピラリーポンプ (0.2 mL min-1; Perista, 
ATTO Corporation, Tokyo, Japan)を用いて、底から200-µLずつのフラクションに分
けた。各フラクションのRNAは2-propyl alcoholによる精製後、Superscript Kit III 
(Invitrogen) のプロトコールに従ってcDNAs (complementary DNAs) へと逆転写を
行った。そして、PCR-DGGEに用いるまで-30℃で保管した。 
 
４−２−３ PCR-DGGE 解析  




第３節 実験結果  
 キャピラリーポンプ法によってTotal RNAをフラクション分けした後、各フラ
クションのRNA量を測定した結果をFigure 4-1に示した。密度の重いフラクショ

































































Figure 4-3. RNA SIP-DによるPCR-DGGE解析。レーン1：2日目のベンゼン添加サ
ンプル (WITH-B) ；レーン2：4日目のベンゼン添加サンプル (WITH-B) ；レーン
3：4日目のベンゼン未添加サンプル (WITHOUT-B)。 
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第５章 培養依存的手法によるベンゼン分解菌の単離  
 









第２節 実験材料および実験方法  
５−２−１ ベンゼン分解菌の単離とベンゼン分解実験  
 第２章の第１節で述べたベンゼン汚染土壌（土壌2）を用いてベンゼン分解菌
のコロニースクリニーングを行った。5 g 汚染土壌に10 mLの蒸留水を加え撹拌
を行った後、10分静置した。その上清 (100 µL) を10 µLベンゼンを含むLBプレー
ト上に塗布して（揮発のため、ベンゼン濃度約1 µL / mL）、30℃で培養を行った。
また、同様に10 µLベンゼンを唯一の炭素源とする最少培地プレート上にも塗布
して（ベンゼン濃度約1 µL / mL）、同条件下培養を行った。7日間培養を行い、順
次に生えたコロニーを新たな最少培地プレートとLBプレートに移し、30℃で培
養を行った。コロニー形状で分類を行った後、5-mLの唯一炭素源の最少培地で、
562.4 µMのベンゼン濃度と細菌濃度 107 cell / mL でベンゼン分解実験を行い、6日
と8日に第２章第２節で述べたGC定量法を用いてベンゼン濃度を測定した。 
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第３節 実験結果  






限界 (3 µM) 以下まで分解した。 
 

































Table 5-1. C12O遺伝子とC23O遺伝子のPCR反応組成 
Template DNA 2 µL 
10 × Ex Taq Buffer 2 µL 
2.5 mM dNTP mix 1.6 µL 
Ex taq (5 unit / µL) 0.1 µL 
Forward primer (4 pmol) 1 µL 
Reverse primer (4 pmol) 1 µL 
Milli Q water 12.3 µL 








Table 5-2. 使用したプライマー 
Primer Sequence (5′–3′) Reference 
C12O-F GCGACCGTCGAHCTSTGGCA 35 
C12O-R TCGCCCTCGAWGTWGAKCTG 35 
C23O-F CACGTCTCGTTCDTYCTGGA 35 







Table 5-3. 単菌におけるベンゼン分解実験 
 I II III IV NC 
ベンゼン残存量 (%) 26.8 33.5 24.9 24.2 99.8 
絶対値 (μM) 150.7 ± 1.4 188.5 ± 2.1 140.0 ± 1.4 136.3 ± 3.2 561.2 ± 0.4 
 













Figure 5-1. ベンゼン分解菌のC12O遺伝子とC23O遺伝子。単離した菌株Strain III 
(III) 及びStrain IV (IV) を用いてC12O遺伝子 (左: C12O) とC23O遺伝子 (右: C23O) 
のPCR増幅を行った。C12O遺伝子を保有するPesudomonas sp.をポジィテブコン
トロール (PC)とMilli Qを添加したネガティブコントロール (NC) を同様にPCR増
幅した。M: マーカー 
	  67	  
第６章 培養非依存的手法と培養依存的手法の比較  
 






第２節 実験方法  

















６−２−２ 培養依存的手法による解析  
 培養非依存的手法と比較するため、培養依存的手法として、コロニースクリニ
ーングを行った。第６章で得た菌体を基に、16S rRNA 遺伝子 V3 領域を増幅さ
せ、前節で述べたテンプレートと同様に PCR-DGGE に供した。  
 
６−２−３ ゲル抽出およびシークエンス解析  
 PCR-DGGE で得た 16S rRNA 遺伝子の V3 領域の DNA バンドを切出し、50 µL 
TE で一晩溶出させた後、第２章で述べた方法でサイクルシークエンス行った。
解析には 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を使用した。DDBJ (DNA 
Data Bank of Japan) データベースによる相同性検索を行い、Neighbor-joining 法(75)
と CLUSTALX ver. 1.83 (81)を用いて系統樹を作成した。 
 
第３節 実験結果  
６−３−１ SIP 法による解析  
 ベンゼン濃度の測定に関しては、第３章で述べたように、ベンゼン分解は主に
3 日目に開始され (Fig. 3-1) 、いくつかの DNA バンドが DGGE プロファイルの 4
日目 (Fig. 6-1, レーン 2) から現れた。SIP 法で、[13C]ベンゼンは直接ベンゼン同
化菌を標識することでき、それらの菌は主に分解の第二段階に出現した。レーン
2 (Fig. 6-1) の DNA バンド a-h は、ベンゼン同化菌由来であることが示唆された。 
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６−３−２ SIP-D 法による解析  
 SIP では分解各段階においてのベンゼン同化菌を標識した、一方 SIP-D 法では、
ベンゼンの有無状態の差異を比較することで異化的分解菌を検出した。[13C]酢酸
は 2 日目と 4 日目にそれぞれ添加し、その 24 時間後に全量 DNA を抽出した。
Figure 6-1 で示したように、レーン 4 のバンド i-n は SIP でも標識した菌株と一致
した (レーン 1 と 2) 。レーン 4 に出現したバンド a′, b′, g′, と h′はレーン 2 と同じ
DNA シークエンスを有するバンド a, b, g, と h に一致した。これらの菌はベンゼ
ンと酢酸を共に同化する機能を有し、ベンゼンから 13C 酢酸へ取込み炭素源のシ
フトがベンゼン存在下で起きたことを示唆した。レーン 6 の WITHOUT-B と比
較すると, WITH-B のレーンはいくつかの特異的な DNA バンド (i, j と n) を示し
た。これらのバンドには異化的分解菌と直接分解に関与していない菌が含まれて
いる可能性がある。また、これらの菌はベンゼン存在下での酢酸取込みが可能で
ある。レーン 4 にあるバンド l と m 、それにコントロールレーン 6 (WITHOUT-B) 
にあるバンド l′ と m′ はベンゼン分解菌ではないが酢酸を取り込める菌であるこ
とを示唆した。全てのバンド (WITH-B レーン) をゲルから切り出しシークエンス
を行い、レーン 4 との比較を行った。Table 6-1 により、レーン 4 で検出されたバ





れた DNA で比較を行った。 
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６−３−３ 16S rRNA 遺伝子をターゲットにした RNA SIP-D 
	 SIP-D 法によって同定された異化的な菌と他の菌を具体的に仕分けるため、
16S rRNA 遺伝子の発現に注目した。そして、ベンゼン存在下では、分解菌は分
解に直接関与しない菌より高い 16S rRNA 遺伝子発現を有することが推測される
ことから、[13C]酢酸をラベル化炭素源として分解が最も盛んに行われている第二
段階へと添加した。フラクション化された [13C] RNA は cDNA へと逆転写を行い、
16S rRNA 遺伝子 V3 領域を増幅した。13C フラクションであるレーン 7 (Fig. 6-1) 
のバンド r と s は最も活性化しているバクテリアであることが示唆された。更に、
バンド r と s は、それぞれバンド j と m に対して同じ DNA シークエンスを有す
ることが明らかとなった。 
 
６−３−４ 培養依存的手法による解析  
 培養非依存的な手法と比較するために行われたコロニースクリニーング法では、
4 株のベンゼン分解菌を取得することに成功した。これらの菌は SIP-D 法によっ
て特定することができた (Fig. 6-1, レーン 8-11)。また、シークエンス結果によっ
てレーン 7 の DNA バンド r と s は、それぞれ z (x) と y (100% sequence similarity)
と同じであることが示された。これらの菌株 III (バンド m, s, y)と IV (バンド j, r, 












bands d–f  (Fig. 6-1, レーン2) で検出された(21, 67)。幾つかのComamonad bacteriaであ
るHydrogenophaga (バンドb)はPseudomonasに属していることが報告されている(85), 
バンドhはPseudomonas oleovorans strain DT4に近縁で、これはベンゼン分解菌と
して報告されている(89). 一方、SIP-Dによって同定された菌の多くは
Gammaproteobacteriaに属している。レーン4 (Fig. 6-2)では、バンドiとl がそれぞ
れベンゼンを分解するPseudomonas pseudoalcaligenes (100% sequence similarity)(79)、
とベンゼン分解菌であるPseudomonas fluorescens (77)に非常に近縁である。バンド
mと jはそれぞれPseudomonas sp. C1とPseudomonas sp. strain LYBRD3-7 (100% 
sequence similarity)に近縁であり、これまでベンゼン分解に関する報告はなされて
ない菌である。Figure 6-2で赤い円で示したように、この二種は初めてベンゼン
分解に影響することが示唆された。バンドn (Fig. 6-2, レーン4)はRhodococcus 
wratislaviensis (97% sequence similarity)に近縁であり、この菌は炭化水素、ガソリ
ンやディーゼルオイルを分解することが報告されている(8)。 
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第４節 考察  
 特定された菌はFigure 6-2のように分類された。まず、 [13C]ベンゼンを用いた
SIP法では、同化分解菌を直接標識することができる。いくつかの同化分解菌の






























らないものである。一方、SIP (レーン2バンドa, b, g, h) とSIP-D (レーン4バンドa′, 
































Table 6-1. 13C フラクションの主たる DGGE バンドのシークエンス解析 
DNA Band Organism with the closest sequence (accession No.) Homology (%) Phylogenetic group 
a, a′ Simplicispira metamorpha (AB680538) 98 Betaproteobacteria 
b, b′ Hydrogenophaga palleronii (AF078769) 99 Betaproteobacteria 
d Rhodococcus wratislaviensis strain J7 (AY940038) 100 Actinobacteria 
e Rhodococcus erythropolis (AB177887) 100 Actinobacteria 
f Rhodococcus sp. A2Y26 (AY512637) 99 Actinobacteria 
g, g′ Frankia sp. strain Agb1-9 (L40611) 100 Actinobacteria 
h, h′ Pseudomonas oleovorans DT4 (GQ387664) 93 Gammaproteobacteria 
i Pseudomonas pseudoalcaligenes strain H16 (JN571066) 100 Gammaproteobacteria 
j, k, r, x, z Pseudomonas sp. LYBRD3-7 (HM246142) 100 Gammaproteobacteria 
l, l′ Xenophilus azovorans (AF285414) 93 Betaproteobacteria 
m, m′, s, y Pseudomonas sp. c1(2011) (HQ652598) 100 Gammaproteobacteria 
n R. wratislaviensis strain C6-1 (AY940037) 97 Actinobacteria 
p Pseudomonas sp. SC13 (EU939717) 100 Gammaproteobacteria 
























第７章 Real-time PCR による機能遺伝子の解析  
 













第２節 実験材料および実験方法  
 機能遺伝子の挙動を評価するため、第八章で述べた様に超遠心分離後、精製さ
れた 12C と 13C フラクション DNA ( 2 µL ) をテンプレートとして用い、以下のよ
うな実験を行った。Real-time PCR の反応は LightCycler FastStart DNA MasterPLUS 
SYBER Green I kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) を用いて、プロトコ
ールに従い、Table 7-1 で示した組成で行った。C12O 遺伝子と C23O 遺伝子は、
それぞれ Table 7-2 と 7-3 で示したプロトコールで定量し、16S rRNA 遺伝子は
Table 7-4 で示した通りに定量し、Melting curves は 65°C から 95°C で continuous 
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mode で作成した。 DNA のコピー数は LightCycler software version 3.5 (Roche 
Diagnostics)によって解析し、16S rRNA 遺伝子のコピー数を分母に、C12O 遺伝
子と C23O 遺伝子のコピー数をそれぞれ分子にした時の割合を算出した。 
 
第３節 実験結果  
	 各フラクションのコピー数絶対値をFigure 7-1、16S rRNA遺伝子の絶対値を
Figure 7-2に示し、両方の比率をFigure 7-3に示した。16S rRNA遺伝子の量は、分





















で述べたように、一部の菌（Fig. 6-1 バンドc, d, e,とf）では、酢酸が添加された
にも係わらずC12O遺伝子を発現している可能性が高く、これはPCR-DGGEバン
















Table 7-1. Real-time PCRの組成 
Solution 1 4 µL 
Solution 2 12 µL 
Primer F 1 µL 
Primer R 1 µL 
Template DNA 2 µL 







Table 7-2. C12O遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 10 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 20 s 
Acquisition 92 °C  








Table 7-3. C23O遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 10 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 5 s 








Table 7-4. 16S rRNA遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 5 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 15 s 




















Figure 7-2. 16S rRNA遺伝子の定量。16S rRNA遺伝子のコピー数の絶対値を示し
ている。下の表はベンゼン添加の有（＋）無（ ）と使用したラベル体物質を表













第８章 総括  
 





SIP と SIP-D 法を組み合わせた菌叢解析は、より広範囲な解析を行えることを模
擬環境中で行うことができた。すなわち、ベンゼン同化分解菌のみならず、異化
分解菌、そして直接に分解には関与しないがベンゼン分解に何らかの影響を与え
る菌を共に特定することができた。また、これらの菌を 16S rRNA 遺伝子をター
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